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(57) La presente invention conceme. a titre de support dans la 
synthase des polynucleotides par la m6thode triester. une silice 
HPLC modifiee pour porter les groupements de formule : 

J— 

Po v $i O — Si— lCM z ) n — HM^ 

I Si— 

Po schematisant le support HPLC et n ayant une valeur de 1 a 
100. 



Vente des fascicules £ I'lMPRIM ERIE NATION ALE. 27. rue de la Convention — 75732 PARIS CEOEX 15 



BNSDOCID: <FR 2529892A1 J_> 



1 



2529892 



La presente invention concerne un nouveau 
support destine a la synthese des polynucleotides et 
un precede pour 1 ' elaboration de ce support. 

II existe diverses syntheses chimiques des 
deoxyoligonucleotides, ces syntheses se divisent en 
trois groupes : 

- la methode au phosphodiester , 

- la methode au phosphotriester , 

- la methode au phosphite - 

De facon a augmenter la vitesse de ces 
differentes syntheses, on a eu recours a divers 
supports solides. 

La synthese en phase solide permet. d' assembler 
de tres petites quantit§s de blocs de nucleotides en 
ecartant les risques de pertes de produits intermediaires 
lors des diff§rentes etapes de purification qui sont 
necessaires dans la synthese des deoxypolynucleotides 
par des procedes dits "en solution". 

Dans les procedes en phase solide, le 
nucleoside est fixe sur un support solide par une 
liaison covalente et la chaine oligonucleotide est 
construite sur le support solide. A la fin de la 
synthese, 1 1 oligonucleotide est separe du support par 
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coupure chimique et f inalement purifie par les techniques 
chromatographiques apres avoir elimine les dif f erents 
groupes protecteurs. 

II existe de nombreux procedes de synthase 
en phase solide pour la synthese des oligonucleotides. 
Traditionnellement, le problSme le plus important dans 
le cadre des procedes utilisant un support tient el la 
nature meme du support. De nombreux polymeres ont et§ 
utilises dans ce type de synthese et se sont tous 
revel§s insuffisants pour differentes raisons. En parti- 
culier, les nucleotides actives diffusent tres lentement 
a 1 1 interieur de tels supports et il se produxt une 
absorption irreversible de certains reactifs sur le 
polymere ; enfin, les polymeres organiques ont tendance 
a gonfler de facon excessive. 

Bien< entendu tous ces problemes pourraient 
etre ecartes en utilisant un support inorganique. Sur 
un tel support, les solvants et les r€actifs peuvent 
etre aisement elimines et bien entendu xl s'agit d'un 
support qui ne gonfle pas. 

Un tel support a deja ete propose pour la 
synthese des deoxypolynucleotides par H. Koster 
(Tetr. Let., 1527-1530, 1970). Ce support etait mis 
en oeuvre dans le cadre de la methode au phosphodiester . 

Recemment, des supports in'organiques ont §te 
utilises par Caruthers et al. pour construire des 
chaines oligonucleotides en utilisant la methode au 
phosphite qui utilise une phosphorylation a - 78°C 
(M.D. Matteucci et al, Tetr. Let., J21, 719-722, (1980)). 

De facon generale, on peut dire que si les 
supports inorganiques presentent de nombreux avantages 
par rapport aux supports organiques , ils presentent 
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en general un inconvenient important qui est de ne 
permettre qu'une charge limitee de nucleoside de depart, 
ce qui / bien entendu, limite les quantit€s d^oligo- 
nucl§otides qui peuvent €tre preparees. 

C'est dans le- cadre d' etudes portant sur la 
seconde des methodes utilisables pour la synthase 
des deoxynucleotides, c'est-a-dire la inethode au 
phosphotriester , que la Demanderesse a ete amende a 
mettre au point un nouveau support inorganigue 
presentant des caract§ristiques tout a fait inattendues 
par rapport a ce qui etait d£ja connu dans la technique 
anterieure. 

II s'agit, a titre de support dans la synthese 
des polynucleotides, d'une silice HPLC, notamment une 
silice Porasil modifiee pour porter les enchainements de 
formule : 

^ — Si 

Po\ : Si O Si— (CH 2 ) n — NH 2 

— Si 0 ^ 

dans laquelle Po schematise le support Porasil et n 
a une valeur de 1 a 100. 

Par "silice HPLC" (high pressure liquid 
chromatography) , on entend designer une silice ayant 
des caract§ristiques physico-chimiques, en particulier 
des dimensions et des capacites.de fixation et de 
sorption, qui la rendent apte a etre utilisee en 
chromatographic en phase liquide, en particulier 
sous haute press ion. 

La silice Porasil utilisee est vendue par la 
Societe WATERS. II s'agit d'une silice pour HPLC ayant 
un diametre parti culaire compris entre 37 et 75 y qui 
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a ete modifi§e pour creer des groupes sur s ^^i ce 

par le proced§ decrit de ■ f agon g£n6rale par P. Tundo et al. 
(J. Am. Chem. Soc, 101 , 22, October 24, 1979). 

Pour obtenir le support selon la presente 
5 invention, on fait r€agir la silice Porasil avec un 

aminoalkyle-trialcoxysilane, & reflux dans un solvant. 

II est ensuite n§cessaire de bloquer les - 
groupes Si-OH restant sur la silice, ce qui peut £tre 
effectue par traitement du produit obtenu avec du ' 
lO chlorure de trim^thylsilyle, par exemple en solution 

pyridinique. Ce traitement permet un blocage efficace 
des groupes silanol restants et le. support ainsi 
obtenu peut Stre utilise dans la synthase des poly- 
nucleotides • 

15 Afin de faciliter la comprehension des 

experiences qui vont suivre , on donnera ci-apres un 
schema de la preparation du support solide sur lequel 
on a fixe le* premier nucleoside. 
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Sur ce schema, on a repr€sente schimatiquement 
la resine Porasil par ses groupes silanols situes en 
surface. C f est sur ces groupes silanols que I'on fait 
reagir la trie thoxy si lylp ropy lamine afin d'obtenir 
le support selon la presente invention. 

Dans un deuxieme temps on prepare le 
deoxynucleoside active, conune cela est decrit en 
particulier dans Itakura et al. {Nucl. Ac. Res., 8, 
22, 5473, 1980) . Les 5 1 -dime thoxy N-acyl deoxynucleosides 
sont traites avec l 1 anhydride succinique en presence 
de K,N-dimethylaminopyridine en solution dans le 
dimethyl formamide . Le succinate de deoxynucleoside 
resultant a la fonnule suivante z 

O — C — CH - — CH 0 — C — OH 
II 2 2 II 

o o 

dans laquelle R est le radical trityle, monomethoxy trityle 
et dimethoxytrityle et B est N-acyle adenine, guanine, 
cy tos ine ou thymine . 

Le succinate ainsi obtenu est condense avec 
le pentachlorophenol en utilisant le DCC ^ titre d' agent 
de condensation. 

Cet ester de pentachlorophenol peut etre 
utilise comroe nucleoside active. 

Le nucleoside ainsi active est traite avec le 
support prepare precedemroent en solution dans le 
dimethyl formamide en utilisant la tri§ thy 1 amine comme 
catalyseur pendant 20 a 24 heures . 
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On obtient ainsi le premier nucleoside fixe 
sur le support, 

Les diff^rentes Stapes ci-aprks decrivent la 
synthese de la chalne oligonucieotidique : 

a) ^protection de la fonction 5' OH par 
txaitement au bromure de zinc ; L 1 utilisation d'un acide 
de Lewis suppriroe les reactions secondaires de 
depurination (Kohli V. , Blocker H. , Koster H. , 1980, 
Tetrahedron Lett. , 21, 2683-2686). 

b) Condensation d'un nucleotide ou dinucl^ot ide 
(sel de tr idthylammonium) par une liaison phosphotr iester 
sur le nucleoside fixe au support. Les condensations 
sont effectudes & I'aide d'un agent de condensation r 

le nesityl&ne sulfonyle nitrotriazole (MSNT) . 

c) Blocage des groupes 5' hydroxyles qui n'ont 
pas reagi avec l'anhydride acetigue de manifere & eviter 
les sequences tronquees. 

d) Traiteuent par ZnBr 2 pour liberer le 

5 f hydroxyle. Un Nouveau dinucieotide peut etre alors 
a dd it ibnne . 
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I + I . O— P — 0~CHj— CH.—CN 

OH O I 
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R = dim§thoxytrityle 
R • — o-chloroph€nyle* 



HO— Bl 



'chrorasto silice \ 'o 

or- (a) + (b) - V^o 



TEA 



°n^o v i . or* * 



J II . + 



tri ester O — p — oCE 



» - I 



O— P— O- TEA 

OR 4 



OR* 

2. 

TEA 

2 : — sel de TEA de 2 



H £H B 



V 7 

O— C— CH,CH a COWH (S) 2nBr ' +■ O— C— CH 2 CH 2 CONH -(g) 



O-C-CH 3 CH 2 C0NH (s> \ ' 



sel de TEA de 2 . . ^ 

O-C-CH 3 CH 2 C0NH (g) 



O 1 » B 

O-P— O- 

OR' 



O — C — CH a CH,CONH . 
II 
O 
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Apr£s la derniere €tape de condensation, ;. 
^oligonucleotide entierement protige qui est lie au 
support par une liaison covalente est soumis a une 
reaction de d§protection de fa^on a liberer les groupes 
bloques durant la croissance de la chaine. 

Ainsi I 1 action du para-nitrobenzaldoxime 
N / N / N,N-tetramethylguanidiniujn assure la deprotection 
des liaisons phosphodiesters in ternucleoti digues et 
une hydrolyse alcaline libere les groupes proteges 
des fonctions aminoh§t€rqcycliques et coupe 1' oligo- 
nucleotide du support inorganique, ensuite une 
hydrolyse acide des groupes dimethoxy trityles libere 
la fonction alcool en position 5'. 

Les differents groupes de protection sont 
§limines par extraction avec des solvants organiques, 
1' oligonucleotide lui-roerne pouvant fctre purifie par 
chroma tographie liquide sous haute press ion. 

Avec le support selon la presente invention, 
on a pu synthetiser ies d£oxyoligonucl£otides suivants : 



5" 


- d 


(CGAGCT) 6 




- d 


(GATCGTAC) 8 


5' 


- d 


( TGTTTCCT ATT ) 11 


5' 


- d 


A 

(CACCA CACTCATA) Mix 14 
G 


5' 


- d 


(CTGCTCTGACAACCT) 15 


5 f 


- d 


(TGATTTCTGC TCTGACAACCT ) 21 


5« 


- d 


(ATG AAG TAAAAG TTCC T TAGGATTT ) 2 5 


5 f 


- d 


(CTGTTAATGAAGTAAAAGTTCCTTAGGATTT ) 



Les exemples suivants sont destines S illustrer 
le proc§d€ selon la pr§sente invention mais .ne la 
limitent evidemment en aucune fagon. 
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Exemple 1 

Preparation du support selon I 1 invention 
On ajoute a lO g de silice Porasil B 15 ml 
de triethoxysilylpropylamine dans 50 ml de toluene et 
le melange est porte au reflux pendant 7 heures . Le 
m§lange est refroidi. La silice est filtree et lavee 
avec deux fois 100 ml de pyridine. 

On ajoute alors 11. ml de chlorure de trimethyl- 
silyle et le melange est agite pendant 4 heures a la 
temperature de la piece. La silice est filtree, lavee 
avec 3 fois 50 ml de pyridine et 3 fois 50 ml dither 
ethylique puis on seche dans un dessicateur pour 
obtenir une silice portant des groupes amines libres. 

6 g de la silice ainsi modifiee sont traites 
avec 1 g de triethylamine dans 10 ml de pyridine pendant 
2 S 3 heures. L'exces de triethylamine est eliinine par 
co§vapo ration avec la pyridine ou par filtration et 
lavage avec le dichloromethane et 1' ether ethylique. 

La silice modifi§e ainsi obtenue est sech§e 
en dessicateur et utilis§e pour etre chargee par le 
deoxynucleotide active dont on va maintenant decrire 
la preparation. 
Exemple 2 

Preparation du deoxynucleotide active 

- Synthesedu monosuccinate de 3'(5'- 
0-dimethoxy trityl) deoxynucleoside" : 

II s'agit la dVun procede general pour 
l"ensemble des nucleosides, c'est pourquoi on 
decrira uniqueraent la preparation du monosuccinate 
de 3 1 (5' -0-dime thoxy tr i ty 1 ) thymidine . 

5,45 g de 5 1 -0 -dime tho xy trityl thymidine 
anhydre (lO mmoles) sont dissous dans 40 ml de pyridine 
contenant 1,83 g de dimethylaminopyridine (15 mmoles) 
et 1,50 g d 1 anhydride succinique (15 mmoles) . . 
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Le melange est agiti a la temperature de la 
piece pendant une nuit et concentre jusqu'a la 
consistance d f une gomme qui est reprise dans CHCI 3 . 
La solution de CHC1 3 est lavSe avec Na 2 HP0 4 et H 2 0 ' 
puis par une solution aqueuse 4.mmolaire d'acide 
citrique. 

La couche chlorof ormique est sechee, concentree 
jusqu'3 la consistance d'une gomme et purifiee sur une 
petite colonne de gel de silice en utilisant 5 % 
d'ethanol dans le chloro forme. Les fractions purifiees 
sont rassemblees et precipitees dans 1" ether de petrole. 

" § ^ § ^ e _d u _E2 P^ach lorophenyl 3 '_(5 ' - 

A 1,29 g du melange du mono succinate precedent (2mmol 
et de 590 mg de pentachlorophenol (2,2 mmoles) dans. 
15 ml de dimethylformamide, on ajoute 620 mg de DCC 
(3 mmoles).* Le melange rlactioanel est agit§ a la 
temperature de la piece pendant 2o heures . Apres 
filtration le filtra* est evapori et le residu est 
dissous dans le benzene pour eliminer les derives 
d'uree. La solution benzenique est evaporee et 1' ester 
active est dissous dans une petite quahtite de 
benzene. Le prbduit est precipite par 1' addition 
goutte a goutte dans la solution de benzene de 400 ml 
de pentane. Les precipites obtenus sont faltres, 
siches et utilises sans purification supplementaire. 
Le rendement est de 1,50 g (84 %) . 
Exemple 3 

Preparation du support modifie portant 
le nucleoside 

Un melange de 5 g de silice aminee obtenue a 
I 1 exemple 1 et de 3,6 g de 1' ester active de 1" exemple 2 
(4 mmoles) et de 0,44 g de tri ethyl amine (4,4mmoles) 
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dans 30 ml de DMF est agit€ a la temp§rature de la 
pi&ce pendant 20 heures . Le melange reactionnel est 
filtrS et la rSsihe est lav6e avec du DMF et de la 
pyridine puis trait€ avec du ph€nylisocyanate (Ip .% 
en solution) dans la pyridine (35 ml) pendant 3 heures 
pour bloquer les fonctions amino libres, 

lie melange est filtr§ et la resine est lavSe 
avec de la pyridine et du methanol puis s€chee. Le 
.rendement est de 5,6 g- 

La quantity estim6e de thymidine f ixee sur la 
resine est de 0,20 mmole par gramme evalu£e par . 
spectroscopie de la f onction dim§thoxytrityle et par 
la quantity de thymidine lib§r€e de la resine. 

Un procede de determination quantitative de 
15 la charge du premier nucleoside sur le support selon 

la presente invention est effectuS de la fagon 
suivante : 

1°) on pese pr4cis£ment 1 mg de support 
charge sec . 

20 2°) On ajoute 1 ml d'acide toluene sulfonique 

0, 1 M dans 1 1 ac§tonitrile . 

3°) -On mesure I'absorbance § 498 run. Si 
l'absorbance approche 2,0 alors on dilue et on 
effectue une nouvelle lecture. La charge peut £tre 

25 calculee de la fagon suivante s 

(Abs 498) (facteur de dilution) 

Charge en ymoles/g = ; X 14 , 3 

Poids silica gel (mg) 

De cette fagon on obtient pour premiere charge 
avec les supports selon la presente invention entre 
200 et 215 umoles/g, ce qui est considerable par 
30 rapport a toutes les donn^es existantes concernant les 

supports inorganiques , ces resultats §tant voisins de 
ceux obtenus avec les supports organiques. 
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Une telle charge initiale permet de travailler 
avec des quantites de support charge en nucleoside de 
I'ordre de 50 nig pour la preparation des chalnes de 
deoxynucleoside. 
Exemple 4 

Preparation du phos phate de 5 '-dimethoxytrityle 
N-acyle deoxynucleoside 3 ' -chloroph'enyl-B- 
cyanoethyle 

Les differents blocs sont synthetises en grandes 
quantites par traitement des 5 • -dimethoxytrityle N-acyle 
deoxynucleosides du commerce avec le 6-cyanoethyle 
monochlorodate de 0-chlorophenyle en utilisant le 
N-methylimidazole comme catalyseur- Le procede de 
preparation du monochloridate et des triesters sont 
decrits ci-apres : 

" §Z5^|se_du_§ z cYanoethyle_phosEhomono- 
S^iQEi^^tf.de^O-chloroghen^re 

A lOOmmoles d'une solution de 0-chlorophenyle 
phosphodichloridate dans 20 ml de THF refroidi a -70°C 
on ajoute 100 mmoles de cyanoethanol et 100 moles de 
triethylamine dans 20 ml de THF .goutte a goutte pendant 
environ 1 heure et demie sous agitation. 

Le melange est rechauffe a la temperature de la 
piece pendant 1/2 heure apres que la solution ait ete 
ajoutee. 

300 ml de toluene sont ajoutes et le 
chlorhydrate de triethylammonium est filtre. Le filtrat 
est evapore sous vide jusqu'a consistance d'une huile 
qui est utilisee sans purification complementaire. Le 
produit est stocke § -20°C. /* 

" ?E22§^§.9§n§£al. -E our_la_synthese de 
5 iDMTr-N^acyle ^deoxynucl eos ides " 3 T - 
ghosghotriester" ~ ~ 

A une solution refroidie au bain de glace de 

S'-DMTr-N-acyle deoxynucleoside (0,5 romole) et de 

1-methylimidazole (2,2 mmoles) dans 2 ml d'acetonitrile 
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anhydre on ajoute une solution de 2'mmoles de B-cyano- 
ethyle phosphomonochloridate de O-chlorophenyle dans 
0,5 ml d'acStonitrile sous agitation pendant 5 minutes. 

Le m#lange r§actionnel est trempe avec 2 ml 
d'un tampon phosphate pH 7. La phase organique est 
§vaporee et le rSsldu est rgparti entre lO ml de 
chloroforme et 10 ml d'eau. La couche chloroformique 
est lav£e avec une solution de dihydrogeno— phosphate 
de sodium 0,1 M trois fois, puis deux fois avec de I'eau. 

Le derive deoxyguanosine correspondant n&cessite 
l f addition d*une quantity suppl£mentaire de mono- 
chloridate. Ceci est du a la phosphorylation de la 
position O 6 de la guanine. Toiitefois, la partie 
phosphoryle en position O 6 peut etre elimin§e par 
agitation du triester avec du silica gel 60 pendant 
une nuit dans une solution de dichlorom€thane contenant 
quelques gouttes de pyridine pour eviter une detritylation. 
le rendement global est de 60 a 70 % de triester pur 
aprds chromatographic sur une petite colonne. 

Pour obtenir les phosphates de 5 1 — dimethoxy- 
trityle N-acyle deoxynucleoside 3 1 -o-chlorophenyle 
triethylammonium, les tries ters mentionn§s pr§cedemment 
sont traites avec la trie thy 1 amine dans une solution 
pyridine-acetonitrile pendant 1 heure. Le procede est 
decrit par Gait M.J., Sheppard R.C., Nuc. Ac. Res. 
(1977) ±, 1135-1158. 

Les sels correspondants sont obtenus par 
pr§cipitation dans 1* ether de petrole (40-60 0 C) . 

Pour la synthese par etaps des deoxy poly- 
nucleotides on utilise soit les sels de triethylammonium 
du mononucleotide ou les blocs de dinucleotides 
correspondants. Les blocs de dinucleotides sont prepares 
par le procedi ci-apres. 
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1 mole de 5» -dim§thoxytrityle N-acyle 
deoxynucleoside est detritylee a 0°C avec de l r acide 
benzene-sulfonigue a 2 % dans un melange chlorof o.rme- 
m§tanol (7-3) et la reaction est controlee par 
chromatographic en couche mince. Lorsque la detritylation 
est complete, le ra§lange reactionnel est tremp§ avec 
une solution agueuse de bicarbonate de sodium a 5 % . 
La couche de chlorof orme est cone entree, sechee par 
evaporation repetee avec de la pyridine anhydre 
et on ajoute au produit obtenu l,lmmole du phosphate 
de S^dimethoxytrityle N-acyle deoxynucleoside 3 '-o- 
chlorophenyl triethylammonium desir£, suivi par 
3mmolesde mesitylenesulf onyle nitrotr±azolide. Apres 
30 minutes la reaction est trempie avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium. Le produit est extrait 
dans le chlorof orme. La couche chlorof ormique est lavee 
avec de l'eau, sechee sur sulfate de sodium anhydre 
et chromatographic sur une petite colonne de chromato- 
graphic. Le rendement global est de 60 a 80 % des 
nucleotides purs. Les sels de triethylammonium du dim£re 
sont prepares de la meroe fa?on que cela a ete decrit 
pour les monomeres . 
Exemple 5 

Syn these de TGTTTCCTATT 

lOO mg de silice Porasil B charg€e avec un 
"3* -succinate de 5 '-OH deoxynucleoside ayant 212 ymole/g 
de silice sont places dans une colonne en verre en 
solution pyridinique. On ajoute alors dans cette colonne 
lOO ymoles de : DMTr - A B 2 Tp Q $EA et 1 miole 

PhCl ClPh 

de mesitylene sulfonyle nitrotriazole dans 1 ml de 
pyridine seche. Apres 1 heure a la temperature de la 
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piece,, le support solide est lav§ avec de la pyridine. 
Pour bloquer les groupes hydroxyles n'ayant pas r£agi, 
le solide est trait§ avec la solution de protection 
suivante pendant 25 minutes : 

20 mmoles N,N-dim§thylaminopyridine, 

lO mmoles d* anhydride acetique, 

50 ml de pyridine . 

Ce reactif blogue les groupes hydroxyles 
n'ayant pas r§agi, 

Le solide est lav§ avec du d ichl or om€ thane. 
Les groupes 5 - -dim§thoxytrityle sont SliminSs par 
traitement avec une solution satur§e >de broitture de 
zinc dans un melange dichlorom€thane-isopropanol , 
{7-3) . Le support est alors lavS avec du dichlorom§thane 
et du DMF. II est en suite s€ch€ par passage de pyridine 
siche h travers la colonne. Ce cycle, S savoir : 

a) condensation 1 heureT* 

b) lavage. avec de la pyridine, 

c) protection, 

d) lavage , • 

e) detritylation, 

f) trempage avec du DMF, 

g) sechage avec de la pyridine, 

est rep§te pour les blocs de dinucleotide CA, AC, GC 

et TG en utilisant 100 ymoles de chaque dim&re et 

1 mmole de MSNT daris 1 ml de pyridine anhydre. La 

deprotection finale du deoxyoligonucl£otide i. partir 

du support solide et 1 1 elimination des diff§rents groupes 

de protection ainsi que la purification par HPLC seront 

dicrites ci-apres . 
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Exemple 6 

Deprotection des oligonucleotides 

2,5 umoles de substrat (support + oligonucleotide) 
sont dissoutes dans. 600 ymoles d'un melange dioxane-eau 
(1-1) . ON ajoute 0,3 mmole de sel N,N,N,N-tetram§thyl- 
guanidium de syn-p-nitroben^ldoxine pendant une riuit a 
la temperature de la piece, Le jour suivant le melange 
est seche et dissous dans 1 ' ammoniaque concentre 
5 heures a SO°C puis une nuit complete a la temperature 
de la piece . - 

Le produit est f litre pour eliminer le support, 
concentre sous pression reduite, dissous dans 5 ml de 
tampon bicarbonate de triethylammonium o,l M et lave 
plusieurs foisS l f ether. 

Le DMTr-DNA contenu dans la phase agueuse 

peut etre alors injecte sur colonne HPLC C, Q . 

1 8 

Apres purification , le DMTr-DNA est totalement 
deprotege dans un melange acide acetique-eau 80-20 
une demi-heure temperature ambiante. 

L'acide acetique est elimine par extraction 
S l f ether, la; phase aqueuse est lyophilisee. L' oligo- 
nucleotide entierement deprotege peut etre repurif i§ 

si necessaire sur colonne HPLC C, 0 . 

1 o 

Exemple 7 

Purification HPLC 

DMTr-DNA colonne Waters C l8 - lO p avec les 
gradients suivants : 

- Sol van t A : acetate de triethylammonium 
tampon 0,1 M, pH 6,5, acetonitrile 20 %, 

- Sol van t B : acetate de triethylammonium 
tampon 0,1 M, pH 6,5, acetonitrile 30 %. 

DNA d§proteq§ 

Meme tampons avec gradients acetonitrile 

5 - 20 %. 
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Conclusion g§n€rale 

La methode decrite ici est done 1 'application 
de la synthese triester des oligonucleotides sur un 
support iriorganique du type silice. 

Cette procedure a ete employee avec succ&s 
pour la production en routine d 'oligonucleotides dont 
diff brents, exemples ont ete donnas. 

Les principaux avantages de cette procedure 

sont : 

1) Ij' utilisation d f intermediaires stables qui 
peuvent etre prepares en grande quantity et stockes. 
Ces intermediaires, utilises en exces, peuvent etre 
recupgres aprSs synthese et r§utilis§s apr§s 
repurif ication. 

2) L f utilisation d'un support inorganique, 
non soluble, poss§dant de bonnes qualites mgcaniques 
et autorisant une charge eiev£e en premier nucleoside. 
Un tel support est compatible avec la technique 
phosphotriester s 

- detritylation ayec le bromure de zinc, 
reactif de choix qui ne peut pas etre utilise 
sur support inorganique de type poly— 
acrylamide (GAIT) ; 

- activation des sels de tri ethyl ammonium 

par le MSNT dans un solvant polaire (pyridine) 

- utilisation de 1* anhydride acetique pour 
proteger le& 5 f hydroxy les restes libres. 
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KEVBNDICATIONS 



1) A titre de support dans la synthase des 
polynucleotides, une silice HPLC modifiee pour porter 
les groupements de fonnuie : 



— Si 0 ^ 

Po\ — Si 0_Si_(CH 2 ) _NH. 

-si - 2 n 



Po schematisant le support HPLC et n ayant une 
valeur de 1 a lOO. 

2) Support selon la revendication 1, caracterise" 
en cegue les autres groupes silanol de la silice sont 
bloques. 

3) Support selon l*une des revendications 

1 et 2, caract^risi en ce que la silice HPLC est une 
silice Porasil. 

4) Support selon la revendication 3, 
caracteris§ en ce que la silice Porasil est une 
silice Porasil B* 

5) Support selon l'une des revendications 

1 a 4, caracterise en ce que le diametre des particules 
est compris entre 37 et 75 ja. 

6) Procede de preparation d'un support selon 
I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que 
l'on fait reagirMine silice HPLC avec un aminoalkyl* 
trialcoxysilane . 

7) Proc€d€ selon la revendication 6, 
caracterise en ce que la reaction est conduite au reflux 
dans le toluene. 
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8) Proc£d£ selpn .l Va une des revendications 6 et 7/ 
caract§ris§ en ce gu'aprfes le traitement avcc le d§riv€ - 
de silane le produit obtenu est trait£ par le chlorure 

de trim§thylsilyle* 

9) Application du support selon l'une d$s 
revendications 1 a 5 dans la synthase au phosphotriester 
des polynucleotides. 



